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　　[摘要 ] 　目的 　探讨佛波酯 (TPA)处理人胃癌 MGC8023 细胞过程中磷酯酶 C2γ2 (PLC2γ2) 的意义。方法 　通过
DAPI染色 ,荧光显微镜观察分析 TPA 对胃癌 MGC8023 细胞的影响 ;借助核浆分离手段获得胃癌细胞核浆蛋白 ,并
通过免疫印迹 (Western blotting)检测 TPA 对 PLC2γ2 蛋白表达水平影响 ;通过免疫荧光技术处理 ,激光扫描共焦显微
镜观察胃癌细胞内 PLC2γ2 蛋白的定位和转运 ;用 PLC2γ2 的抑制剂 (U73122)预处理细胞 ,免疫印迹和激光扫描共焦
显微镜分别检测其对 TPA 作用胃癌细胞内 PLC2γ2 的影响 ;以及荧光显微镜下观察分析 U73122 是否影响 TPA 对胃
癌细胞的作用。结果 　TPA 诱导胃癌 MGC8023 细胞凋亡 ;同时 TPA 提高 PLC2γ2 蛋白表达水平 ,并诱导其发生核浆
转运 ;其抑制剂 (U73122) 可以降低 TPA 对 PLC2γ2 蛋白表达水平的作用 ,但并不能影响 TPA 诱导胃癌细胞凋亡 ;而
TPA 诱导的 PLC2γ2 核浆转运却没有被 PLC2γ2 抑制剂 (U73122)阻止。结论 　尽管 TPA 提高了胃癌 MGC8023 细胞中
PLC2γ2 表达水平 ,但 PLC2γ2 表达水平和 TPA 诱导的胃癌 MGC8023 凋亡没有直接关系 ,而其核浆转运可能与 TPA 诱
导的胃癌细胞凋亡相关。
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THE IMPLICATION OF PLC2γ2 IN GASTRIC CANCER MGC8023
CELLS TREATED BY TPA
ZHANG Bing1 3 , XIA Chun2
( 11Department of Histology and Embryology , Medical School Xiamen University , Xiamen 　361005 , China ;
21Zhongshan Hospital Xiamen University , Xiamen 　361005 , China)
[ Abstract ] 　Objective 　To study the implication of phosphoinositide2specific phospholipase Cγ2 (PLC2γ2) in gastric cancer
MGC8023 cells treated by TPA. Methods 　The effect of 122O2tetradecanoylphorbol21 , 32acetate (TPA) on gastric cancer MGC802
3 cells was detected and analyzed by DAPI staining under fluorescence microscope. The effect of TPA on the expression level of
PLC2γ2 protein was detected by Western blotting , when nuclear and cytoplasmic protein fractions were prepared through lysis of
cell and centrifugation. Localization and translocation of PLC2γ2 were observed under laser scanning confocal microscope with
immune2fluorescence technique. After MGC8023 cells were pretreated by U73122 (PLC2γ2 inhibitor) , the effect of TPA on PLC2γ2
was detected by Western blotting and laser scanning confocal microscope with immunefluorescence technique , and the effect of
U73122 on MGC8023 cells followed by TPA was observed and analyzed by DAPI staining under fluorescence microscope. Results
　TPA induced the apoptosis of gastric cancer MGC8023 cells. Meanwhile , TPA increased the expression level of PLC2γ2 protein
and induced its translocation from cytoplasm to nucleus. U73122 inhibited the effect of TPA on the expression level of PLC2γ2
protein , but it did not affect on the cell apoptosis induced by TPA. However , the translocation of PLC2γ2 protein induced by TPA
was not inhibited by its inhibitor (U73122) . Conclusion 　Although TPA could increase the expression level of PLC2γ2 protein , it
is not directly related to the cell apoptosis induced by TPA. However , its translocation might be related with the apoptosis of
gastric cancer.
[ Key words] 　TPA ; PLC2γ2 ; Expression of protein ; MGC8023 cells ;Western blotting ; Laser2scanning confocal microscope
　　磷酯酶 C (phosphoinositide2specific phospholipase ,
PLC)在哺乳类动物各种细胞中广泛存在[1 ] ,包含 4
种亚型 : PLCβ、PLCγ、PLCδ和 PLCε[2 ] ,其中 PLC2γ有









长[6～8 ] 。TPA 这种双向作用与不同的细胞类型有
关。有学者已经证实 , TPA 能够诱导胃癌 BGC2823
细胞发生凋亡[9 ] , 那么 TPA 是否也能诱导胃癌
MGC8023 细胞凋亡以及 PLC2γ2 在此过程中的意义
如何 ? 本研究通过细胞分子生物学相关方法 ,检测
TPA 对胃癌 MGC8023 细胞的作用及此过程中 PLC2





株。MGC8023 细胞培养于 RPMl1640 培养液中 (含有
10 %小牛血清 , 1mmol/ L 谷氨酸和 100mg/ L 青霉
素) ,37 ℃,5 %CO2 细胞培养箱中培养。
21 细胞凋亡检测
加入不同浓度 TPA 处理胃癌细胞 48h , PBS 漂
洗 ,多聚甲醛固定 30min。DAPI染色 ,荧光显微镜下
观察细胞凋亡变化。随机统计 1 000 个细胞中发生
凋亡的细胞数 (凋亡指数) ,并做直方图。
31 免疫印迹( Western blotting)检测
细胞用预冷的 PBS 洗 2～3 次 ,加入 015ml 含
1mmol/ L PMSF 的 PBS ,离心收集细胞。加入细胞裂
解液 RIPA 50～100μl 冰上放置裂解 30min ,离心收集
上清 ,测蛋白浓度。行 SDS2PAGE 凝胶电泳 ,并电转
至 NC 膜。与相应的抗体杂交 , ECL 检测。用
Tubulin 或LaminB 做内标。
41 核浆分离
收集细胞加入细胞裂解液 A 100μl (10mmol/ L
Hepes 719 ,10mmol/ L KCl ,011mmol/ L EDTA ,011mmol/ L
EGTA ,0115 % NP240 ,011 % 1mmol/ L DTT ,10 %蛋白
酶抑制剂) ,冰浴 5min。离心收集上清即为胞浆蛋
白 ,测蛋白浓度。向上述离心所得沉淀中加入裂解
液 B (20mmol/ L Hepes 719 ,400mmol/ L NaCl ,1mmol/ L
EDTA , lmmol/ L EGTA , 015 % NP240 , 1 % 1mmol/ L





30min。滴加一抗 , 37 ℃温箱孵育 3h。PBS 漂洗 3
次 ,滴加荧光标记二抗 ,37 ℃避光孵育 3h。PBS 漂




荧光显微镜下观察显示 : 50μg/ L、100μgΠL TPA
处理胃癌 MGC8023 细胞均可见一部分细胞的形状
变圆 ,细胞核固缩 ,核膜核仁破碎 ,染色体发亮 ,还可
以观察到细胞核内的凋亡小体 (图 1B ,1C 箭头所
示) 。而对照组仅有个别细胞出现核膜破裂现象 ,没
有观察到凋亡小体 (图 1A) ;同时发现 150μg/ L TPA
处理的胃癌细胞未见明显的凋亡现象 ,类似对照组
(图 1D) ,而且 100μg/ L TPA 处理 (图 1C 箭头所示)
观察到的细胞凋亡现象较 50μg/ L TPA (图 1B 箭头
所示)明显 ,因此 ,选用 100μg/ L TPA 作为实验浓度。
用 100μg/ L 的 TPA 分别处理细胞 12h、24h 和
48h ,统计凋亡指数 :对照组 4119 % ; TPA 处理细胞
12h 为 16178 %、24h 为 26131 %、48h 为 3714 % ,均明
显高于对照组 (4119 %) (图 2) 。结果表明 ,TPA 能够
诱导胃癌 MGC8023 细胞凋亡 ,并与其作用时间呈正
相关。
图 2 　TPA 诱导胃癌 MGC8023 细胞凋亡并与其作用时间正相关
Fig. 2 　TPA induces apoptosis of gastric cancer MGC8023 cells in a time2
dependent manner.
　
21 TPA上调 PLC2γ2 表达和诱导其核浆转运
免疫印迹 (Westem blotting) 结果显示 : TPA 处理
MGC8023 细胞 6h ,细胞内 PLC2γ2 蛋白表达水平与对
照组相比没有变化 ;但随着 TPA 处理时间的延长 ,
PLC2γ2 蛋白表达水平逐渐提高 ,当 TPA 处理细胞
48h 时 ,TPA 诱导 PLC2γ2 蛋白表达增高最明显 (图 3) 。
即在 TPA 诱导胃癌细胞凋亡过程中 ,可以上调 PLC2
γ2 蛋白表达水平 ,并且和 TPA 作用时间呈正相关。
激光扫描共焦显微镜观察结果显示 :在 MGC8023
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图 3 　TPA 诱导胃癌 MGC8023 细胞内 PLC2γ2 表达并与其作用时
间呈正相关
Fig. 3 　TPA induces expression of PLC2γ2 in a time2dependent manner
in gastric cancer MGC8023 cells
　
细胞中 , PLC2γ2 蛋白 (绿色) 主要定位于胞浆 ,并且
在细胞核膜周围形成一个亮圈 (图 4) ,同时 ,细胞核
(红色) 中也可以检测到少量的 PLC2γ2 蛋白。TPA
处理 6h 后 ,大部分 PLC2γ2 蛋白仍然定位于胞浆 ,细
胞核内 PLC2γ2 蛋白略有增高 ,但从重叠图可以看出
细胞核依然为红色 ,表明 PLC2γ2 蛋白没有发生明显
的转运 ;随着 TPA 处理细胞时间延长至 24h ,重叠图
的细胞核开始呈现黄色 ,表明 PLC2γ2 蛋白明显地从
细胞浆向细胞核转运 ;当 TPA 处理细胞 48h ,PLC2γ2
蛋白完全入核 ,重叠图显示的细胞核为黄色 ,表明
PLC2γ2 蛋白完全定位在细胞核。因此 ,TPA 能够改
变 PLC2γ2 蛋白在细胞中的分布 ,并且随处理时间的
延长 ,PLC2γ2 逐渐从胞浆向细胞核转运。
进一步制备 MGC8023 细胞的核浆蛋白片段 ,免
疫印迹结果显示 :胞浆内 PLC2γ2 蛋白在 TPA 处理细
胞 6h 时的表达水平与对照组相比略下降 ;当 TPA 继
续处理细胞到 24h 时 ,胞浆内的 PLC2γ2 蛋白表达水
平下降明显 ;TPA 处理细胞 48h 后 ,胞浆内的 PLC2γ2
蛋白表达水平最低 ;与此同时 ,TPA 处理细胞 6h 后
细胞核内 PLC2γ2 蛋白表达水平与对照组相比有所
提高 ;TPA 处理细胞 24h ,细胞核内的 PLC2γ2 蛋白不
仅高于对照组 ,而且还略高于 TPA 处理细胞 6h 的蛋
白表达水平 ,TPA 处理细胞 48h 后 ,细胞核内的 PLC2
γ2 蛋白表达水平最高 (图 5) 。这一结果与激光扫描
共焦显微镜观察的结果 (图 4) 相吻合 ,进一步表明 ,
在胃癌 MGC8023 细胞中 TPA 能够诱导 PLC2γ2 蛋白
从胞浆转运到细胞核。
31 PLC2γ2 蛋白与 TPA诱导的胃癌细胞凋亡的关系
PLC2γ2 蛋白的专一抑制剂 ( U73122 , 1μmol/
L)
[10 ]预处理胃癌 MGC8023 细胞 3h ,再加入 TPA 分
别处理细胞 24h 和 48h。免疫印迹结果显示 :TPA 单
独处理 MGC8023 细胞能够诱导 PLC2γ2 蛋白表达水
平增高 ;而用抑制剂 U73122 处理细胞后 ,PLC2γ2 蛋
白的表达水平与对照组比较有一定程度的下降 ,
U73122 能够抑制细胞中 PLC2γ2 蛋白的表达 ;当用
U73122 预处理细胞 3h ,再用 TPA 处理细胞 24h 和
48h 后 ,TPA 诱导的 PLC2γ2 蛋白表达被阻断 ,PLC2γ2
蛋白表达水平明显低于 TPA 单独处理组 ,即使 TPA
处理细胞 48h ,PLC2γ2 蛋白表达水平也不会提高 (图
6) 。结果表明 , PLC2γ2 抑制剂 U73122 能够有效地
抑制 TPA 对 PLC2γ2 蛋白表达的上调作用。
既然 PLC2γ2 的抑制剂 U73122 能够有效地抑制
TPA 对 PLC2γ2 蛋白表达的诱导作用 ,那么它是否影
响 TPA 诱导的胃癌细胞凋亡呢 ? 荧光显微镜下观
察统计 U73122 与 TPA 共同处理 MGC8023 细胞后凋
亡指数变化 ,结果显示 ,U73122 单独处理胃癌细胞
12h、24h 和 48h ,凋亡指数分别为 3198 %、4109 %和
4117 % ,与对照组 4119 %相比没有明显的差别 (图 7) ;
而U73122 预处理胃癌细胞 3h ,再用 TPA 处理 12h、24h
和 48h ,凋亡指数分别为 8149 %、2214 %和 2518 %(图
7) ,与对照组 4119 %相比 ,显示 PLC2γ2 抑制剂 U73122
不能完全抑制 TPA 诱导的胃癌细胞凋亡。
但同时激光扫描共焦显微镜观察显示 ,U73122
单独处理MGC8023 细胞不会影响 PLC2γ2 蛋白分布 ,
PLC2γ2 蛋白与对照组一样主要定位在胞浆 ; 而
U73122 预处理 MGC8023 细胞 3h ,再用 TPA 处理
48h ,TPA 仍然可以诱导 PLC2γ2 蛋白转运到细胞核
(图 8) ,即 PLC2γ2 蛋白抑制剂 U73122 不能阻止 TPA
诱导的 PLC2γ2 蛋白转运。
图 5 　TPA 对胃癌 MGC8023 细胞内 PLC2γ2 核浆表达影响
Fig. 5 　Effect of TPA on the expression of PLC2γ2 in cytoplasm and
nucleus in gastric cancer MGC8023 cells
　
图 6 　胃癌 MGC8023 细胞中抑制剂 U73122 抑制 TPA 诱导的
PLC2γ2表达
Fig16 　Inhibitor U73122 inhibits the expression of PLC2γ2 induced by
TPA in gastric cancer MGC8023 cells
　
图 7 　U73122 和 TPA 对胃癌 MGC8023 细胞凋亡影响
Fig. 7 　Effect of U73122 and TPA on apoptosis of gastric cancer MGC8023
cells
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图 1 　TPA 诱导胃癌 MGC8023 细胞凋亡
A1 对照组 ;B ,C ,D1 实验组 ,TPA 浓度分别为 50μgΠL、100μgΠL 和 150μgΠL ,箭头所示为凋亡细胞的凋亡小体　×200
图 4 　TPA 诱导胃癌 MGC8023 细胞内 PLC2γ2 从细胞浆转运到细胞核　×100
图 8 　U73122 和 TPA 对胃癌 MGC8023 细胞内 PLC2γ2 转运的影响　×100
Fig. 1 　TPA induces apoptosis in gastric cancer MGC8023 cells.
A , Control group ; B ,C ,D , Experimental group , the concentration of TPA is 50μgΠL ,100μgΠL and 150μgΠL , respectively. Arrows indicated apoptotic bodies
of apoptotic cells 　×200
Fig. 4 　TPA induces translocation of PLC2γ2 from the cytoplasm to the nucleus in gastric cancer MGC8023 cells. 　×100






凋亡相关性的探讨。在非洲爪蟾 ( Xenopus) 早期胚
胎发育中发现 ,血小板源性生长因子受体α(platelet2
derived growth factor receptorα,PDGFRα) 通过与 PLC2γ
和磷酸肌醇 3 激酶 (phosphatidylinositol 32kinase , PI3K)
结合 ,阻止早期发育过程中的细胞凋亡 ,促进胚胎存
活1 ] 。在脾脏 B 淋巴细胞中 ,PLC2γ2 通过提高 Bcl22
表达为 B 淋巴细胞提供存活信号[4 ] 。这些结果显
示 ,PLC2γ能够促进细胞存活。但是 ,也有相反的研
究证实 PLC2γ参与细胞凋亡的诱导过程。例如 ,Syk
激活 PLC2γ是 sIgM ( surface immunoglobulin M) 诱导
DT40 B 细胞凋亡的必须条件 ,Syk 和 PLC2γ缺失的
DT40 B 细胞不能被 slgM 诱导凋亡[5 ] 。Tamoxifen 是
一种乳腺癌治疗药物 , 可以诱导细胞凋亡。在
Tamoxifen 诱导的 MCF27 细胞凋亡中 ,PLC2γmRNA 和
蛋白水平均有提高 ,并且与磷酯酶 D (phosphorate lipid
dehydrolase ,PLD) 和 PKC 共同参与 Tamoxifen 诱导的
雌激素非依赖性的乳腺癌细胞凋亡[12 ] 。本研究也
发现 ,作为外界因子 ,TPA 能够诱导胃癌细胞凋亡 ,
并在此过程中能够提高 PLC2γ2 蛋白表达水平 (图 1
～3) ,提示在胃癌细胞中 PLC2γ2 与 TPA 诱导的细胞
凋亡可能有关联。但是 ,进一步的研究结果却表明 :
PLC2γ专一抑制剂 U73122 仅仅抑制 TPA 对 PLC2γ2
蛋白表达水平的上调 (图 6) ,却不能影响 TPA 诱导
的胃癌细胞凋亡 ,即使细胞经过 U73122 预处理后 ,
TPA 仍然能够诱导胃癌细胞凋亡 (图 7) 。由此表
明 ,TPA 诱导 PLC2γ2 蛋白表达水平的提高与其诱导
胃癌细胞凋亡没有直接的相关性 ,PLC2γ2 蛋白表达
并不是 TPA 诱导胃癌细胞凋亡所必需的。事实上 ,
有资料已经阐明 ,外界因子刺激细胞引发 PLC2γ的
作用主要是通过产生肌醇 3 磷酸 ( inositol 1 , 4 , 52
trisphosphate ,IP3)和甘油二酯 (diacylglycerol ,DAG) 第
二信使 ,促使钙离子浓度的改变和 PKC 的活化 ,从
而诱发细胞内一系列的级联反应 ,以调节细胞代
谢[13 ,14 ] 。而通过 PLC2γ直接调节细胞活动的例子则
很少。如前面所述的在脾脏 B 淋巴细胞中 , PLC2γ
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可以通过调节 Bcl22 表达为 B 淋巴细胞提供存活信




下 ,PLC2γ主要分布在胞浆 ;被外界因子激活后 ,
PLC2γ可以从胞浆转运到细胞膜上 ,促使膜上 PIP2




序列 (NLS)至今还没有被确定。Neri 等[16 ] 在肝脏再
生细胞中观察到大量的 PLC2γ从胞浆进入细胞核 ,
并且这种转运与细胞滞留 S 期相关。同样 ,神经生
长因子 (nerve growth factor , NGF) 处理 PC12 细胞导
致 PLC2γ1 从胞浆转运到细胞核 ,通过其 SH3 结构域
与核内 GTPase2PIKE( PI32kinase enhancer) 相互作用 ,
作为 PIKE 的鸟苷酸转换因子 ( guanine nucleotide
exchange factor) ,激活核内 PI3K,进而促进细胞生
长[15 ,17 ] 。本研究结果显示 ,PLC2γ2 在胃癌细胞中主
要定位在胞浆 ,TPA 可以诱导 PLC2γ2 从细胞浆转运
到细胞核 (图 4) 。既然 PLC2γ2 的抑制剂 U73122 能
够减弱 TPA 对 PLC2γ2 蛋白表达水平的影响 (图 6) ,
但并不能够抑制 TPA 诱导的细胞凋亡 (图 7) ,那么
PLC2γ2 的转运是否与细胞凋亡存在关联呢 ? 用
U73122 处理细胞 ,观察其对 PLC2γ2 转运的影响 ,结






2、IL26 等均需要转录因子NF2κB (nuclear factor2κB)的
激活才能发挥作用。最近研究已经证实 , BTK
(Bruton’s tyrosine kinase) 传递 B 细胞抗原受体复合
物 (B2cell antigen receptor complex ,BCR) 信号到 NF2
κB ,从而激活 NF2κB。在此过程中 ,BTK磷酸化 PLC2
γ2 是 BTK/ NF2κB 信号通路的关键。如果 B 淋巴细
胞中 PLC2γ2 表达量很低 ,那么 BCR 信号诱导的 NF2
κB 激活通路就被阻断。这一结果表明 , PLC2γ2 是
BCR 直接活化 IKK 和NF2κB的主要传递者[18 ] 。同
样 ,在人肺泡上皮肿瘤细胞 (NCI2H292) 中 ,干扰素γ
(interferon2γ, IFN2γ) 诱 导 细 胞 间 黏 附 分 子 1
(intercellular adhesion molecule21 ,ICAM21)表达途径之
一就是通过 JAK1/ 2 (Janus kinases) 磷酸化作用来激
活 PLC2γ途径 ,进而诱导 PKC、c2Src 与信号转导和
转录活化因子 1 ( signal transducer and activator of
transcription 1 , STAT1) 及 ICAM21 的表达 [19 ] 。最近 ,
通过对 NGF 处理 PC12 细胞的实验结果分析 ,提出
了一种信号传递模式 : PLC2γ1 作为信号传递者 ,伴
随其转运可以将 NGF 引发的有丝分裂信号从胞浆
传递到细胞核 ,并且通过 PLC2γ1 与 PIKE 作用 ,传递




γ2 抑制剂 U73122 能够抑制 TPA 诱导的 PLC2γ2 蛋
白表达 (图 6) ,但是它并不能够阻止 TPA 诱导的
PLC2γ2 蛋白转运 (图 8) ,提示 TPA 诱导细胞凋亡的
信号很可能伴随 PLC2γ2 的转运被传递到细胞核内。
在此 ,PLC2γ2 可能起到了传递 TPA 信号的功能作
用 ,PLC2γ2 的转运是这个过程所必需的。然而 ,
PLC2γ2 可能将 TPA 信号传递给细胞核中哪些效应
分子呢 ? 这些分子又是如何参与 TPA 诱导的胃癌
细胞凋亡 ? 这就是我们下一步的工作目标。
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